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BIODEGRADAÇÃO DO HERBICIDA 2,4-D UTILIZANDO 
BACTÉRIAS SELECIONADAS DO SOLO 
DO CERRADO MARANHENSE
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JOSÉ FÁBIO FRANÇA ORLANDA **
O presente trabalho visou avaliar a biodegradação do herbicida 2,4 
diclorofenoxiacético (2,4-D) por linhagens bacterianas isoladas de 
solo do Cerrado Maranhense. Os micro-organismos selecionados 
para biodegradação do herbicida 2,4-D em meios de cultura sólidos 
mostraram-se efi cazes. As linhagens bacterianas oriundas do solo 
de cultivo de feijão (F5 e F7) e de mandioca (M5 e M6) foram as que 
melhor se adaptaram aos meios de cultura contendo o herbicida. 
Quando se adicionou fonte extra de carbono e nitrogênio verifi cou-
se melhor crescimento dos micro-organismos na presença de 
2,4-D. Todos os micro-organismos foram efi cazes na inativação do 
herbicida, sendo a linhagem F7 a que apresentou maior percentual 
de biodegradação do 2,4-D (92 %). 
PALAVRAS-CHAVE: BIODEGRADAÇÃO; HERBICIDAS; BACTÉRIAS; ÁCIDO 2,4-DICLOROFENOXIACÉTICO.
Pesticidas: r. ecotoxicol. e meio ambiente, Curitiba, v. 24, jan./dez. 201422
1 INTRODUÇÃO
A utilização de agrotóxicos tem aumentado a preocupação com a poluição ambiental, 
principalmente a poluição do solo. Entre os agrotóxicos, os herbicidas são os produtos mais 
comercializados no mundo em face da necessidade de controle de ervas indesejável na agricultura 
(ARAÚJO, 2002). O Brasil conta com grandes extensões agrárias e terras aptas para o cultivo, 
encontrando-se entre os maiores consumidores de agrotóxicos mundiais (GALLI et al., 2006). O 
aumento do uso desses produtos químicos de forma descontrolada pode contribuir para a poluição 
ambiental. 
O ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) destaca-se entre os herbicidas por ser um dos 
mais empregados no setor agrícola (MERINI et al., 2007). Esse herbicida altamente seletivo, 
sistêmico e pós-emergente, é bastante utilizado na região Sul do Maranhão em diversas culturas 
agrícolas. Segundo Higarashi (1999), o 2,4-D pertence à família dos organoclorados, que são 
compostos extremamente tóxicos e que apresentam longa persistência. Entre seus produtos de 
degradação, o 2,4-diclorofenol (2,4-DCF) ostenta toxicidade maior que o próprio 2,4-D. Tratando-se 
de um dos herbicidas de maior consumo no Brasil, o controle do seu destino no ambiente assume 
fundamental importância para a preservação de solos e da água potável (VIANEZ JUNIOR, 2007; 
BERNARD et al., 2005; PRADO, 2001; PRADO e AIROLDI, 2001; WAITE et al., 2002). A elevada 
toxicidade desse herbicida e de seu produto de degradação exige que se encontrem formas de 
eliminá-lo sem causar e/ou minimizar seus danos ao ambiente. 
A degradação biológica da molécula do contaminante (herbicida) em produtos menos 
tóxicos representa uma das formas de proteger o ambiente e de recuperar locais já contaminados. 
Nesse processo, denominado de biorremediação, a molécula degrada-se completamente a 
moléculas inorgânicas de ocorrência universal, como CO2, CO, H2O, NH3, H2S e HCL (MELO e 
AZEVEDO, 2008).  A biorremediação constitui solução efi caz e tem despertado o interesse de 
vários pesquisadores (DOELMAN e BREEDVELK, 1999; FREIRE et al. 2000; BRITO, 2004; CELIS, 
ELEFSINIOTIS e SINGHAL, 2008; BAELUM, JACOBSEN e HOLBEN, 2010; GONZALÉZ et al., 
2012).
O processo de biorremediação de herbicidas no solo é mediado por micro-organismos, 
dentre os quais as bactérias, podendo variar de apenas dias até anos para que ocorra o completo 
desaparecimento da molécula (GAYLARD, BELLINASO e MANFIO, 2005). Nesse sentido, a 
inoculação de micro-organismos previamente selecionados para aumentar a velocidade de 
degradação vem sendo apontada como alternativa de recuperação de ambientes poluídos (FRANCO 
et al., 1992). A utilização de micro-organismos na biorremediação tem se mostrado efi ciente para 
biodegradar moléculas xenobióticas (estranhas ao ambiente natural) e recalcitrantes (de difícil 
degradação), devido sua capacidade para reciclar várias moléculas da biosfera, participando de 
diversos ciclos dos elementos químicos (GAYLARD, BELLINASO e MANFIO, 2005).
A biodegradação dos herbicidas sofre infl uência das propriedades quantitativas e 
qualitativas da comunidade microbiana do solo, a qual defi nirá maior ou menor cota de degradação, 
além da disponibilidade do composto para os micro-organismos. Segundo Araújo (2002), a 
ação de micro-organismos sobre os herbicidas constitui mecanismo da maior importância, pois 
a degradação microbiológica, na maioria dos casos, contribui para a dissipação da molécula no 
ambiente.
A maioria dos estudos consultados sobre os efeitos de agrotóxicos em micro-organismos 
do solo envolve experimentos de laboratório voltados para a aplicação de determinado composto. 
No campo, um ou mais agrotóxicos podem ser repetidamente aplicados no mesmo solo por vários 
anos e deixar resíduos com efeitos danosos sobre a biomassa microbiana. 
O presente trabalho visou avaliar a degradação biológica do herbicida 2,4-D por linhagens 
bacterianas, isoladas de solo do Cerrado Maranhense.
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2 MATERIAL E MÉTODOS
2.1 AMOSTRAS DE SOLOS
As amostras de solos, oriundas de cultivo de feijão e mandioca, foram coletadas no 
município de Imperatriz (MA), situado no Cerrado Maranhense. As coletas ocorreram em diferentes 
pontos de áreas com e sem histórico de aplicação do herbicida 2,4-D, nas profundidades de 0 a 5 
e 5 a 20 cm (horizonte A), retirando-se a cobertura vegetal. Os solos foram peneirados em peneira 
malha de 2 mm, acondicionados em sacos plásticos e mantidos à temperatura de 4 °C em geladeira 
até o momento das análises, realizadas no Laboratório de Microbiologia Ambiental do Centro de 
Estudos Superiores de Imperatriz (CESI/UEMA).
2.2 HERBICIDA
Utilizou-se o herbicida 2,4-D (ácido 2,4-diclorofenoxiacético) mais associações, aplicando 
a sua formulação técnica nas dosagens recomendadas para condições de campo (WHOLTING e 
HANCE, 1991). 
2.3 SELEÇÃO DE BACTÉRIAS APTAS À DEGRADAÇÃO DO 
HERBICIDA 2,4-D
2.3.1 Crescimento de linhagens bacterianas com potencial de 
degradação de 2,4-D em meio de cultura sólido
Os isolamentos ocorreram por meio de testes de crescimento em meio mineral J.E. 
sólido, segundo Jones e Edington (1968): (K2HPO4 = 0,5 g; (NH4)2SO4 = 0,5 g; MgSO4.7H2O = 
0,5 g; FeCl2.1H2O = 10 mg; CaCl2 = 10 mg; MnCl2 = 0,1 mg; ZnSO4 = 0,01 mg; ágar = 15,0 g por 
litro de água destilada + 2,4-D (20 μg mL-1). A avaliação durou 96 horas após a inoculação em meio 
sólido (em placa de petri). 
As linhagens bacterianas que apresentaram melhor crescimento no meio com 2,4-D 
como única fonte de carbono foram selecionadas para o estudo da cinética de crescimento. As 
linhagens foram submetidas à avaliação de crescimento em meio mineral M9, contendo por litro: 
Na2HPO4 = 6,0 g; KH2PO4 = 3,0 g; NaCl = 0,5 g; MgSO4.7H2O 0,1M = 10 mL; CaCl2 1M = 10 mL; 
ágar = 15,0 g) + 2,4-D na concentração de 20 μg mL-1 (em placa de petri), durante 168 horas de 
incubação à temperatura de 28 °C (SAMBROOK, FRITHSCH e MANIATIS, 1989; ROQUE e MELO, 
2000).
2.4 CRESCIMENTO DAS LINHAGENS BACTERIANAS EM 
MEIO DE CULTURA LÍQUIDA
2.4.1 Avaliação da cinética de crescimento de linhagens bacterianas 
com potencial de degradação de 2,4-D em meio 
de cultura líquido
As linhagens selecionadas para o teste de crescimento em meio de cultura sólido foram 
cultivadas em meio de cultura líquido Luria Bertani (LB), contendo (g/L): triptona = 10, extrato 
de levedura = 5 e NaCl = 5 em tubos de 10 mL, durante 24 horas (SAMBROOK, FRISTHSCH e 
MANIATIS, 1989). Após esse período, 100 μL de cada linhagem bacteriana selecionada e cultivadas 
em meio de cultura LB foram inoculados em meio mineral J.E. (JONES e EDINGTON, 1968), 
acrescido de 20 μg mL-1 de 2,4 -D, em intervalos de 12 e 12 horas. Após o pré-cultivo, 1 mL do inóculo 
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de cada bactéria isolada e com potencial de degradação do herbicida foi adicionado em 100 mL de 
meio mineral J.E. suplementado com 2,4-D (20 μg mL-1). As avaliações da cinética de crescimento 
foram realizadas pela absorbância em espectrofotômetro Femto 800 XI (560 nm), mediante leituras 
a cada 24 horas durante o período total de 168 horas (ANDRIGHETTI, 2011; ROQUE e MELO, 
2000).
2.4.2 Crescimento de linhagens bacterianas com potencial de degradação de 2,4-D 
utilizando diferentes fontes de carbono e nitrogênio
As linhagens selecionadas foram utilizadas para verifi car a infl uência da fonte de carbono 
e de nitrogênio no crescimento bacteriano em meio de cultura mineral J.E. (JONES e EDINGTON, 
1968), suplementado ou não com fonte extra de carbono (glicose), com ou sem fonte de nitrogênio 
da seguinte maneira:
a) Meio mineral J.E. + 2,4-D nas concentrações 20, 50 e 100 μg mL-1; 
b) Meio mineral J.E. + 2,4-D (20, 50, e 100 μg mL-1) + glicose (0,5 %);
c) Meio mineral J.E. + NH4NO3 + 2,4-D (20, 50, 100 μg mL
-1) + glicose (0,5 %).
Os experimentos foram avaliados durante 168 horas em intervalos de análise de 24 horas. 
A produção do inóculo e a montagem dos experimentos foram desenvolvidas de acordo com o 
descrito no item anterior. Em cada intervalo avaliou-se o crescimento mediante leitura da absorbância 
(560 nm) em espectrofotômetro Femto 800 XI (ROQUE e MELO, 2000).
 2.5 BIODEGRADAÇÃO DO HERBICIDA 2,4-D EM LABORATÓRIO E 
IDENTIFICAÇÃO DAS BACTÉRIAS SELECIONADAS
Realizou-se a análise do herbicida no experimento de biodegradação empregando 
cromatógrafo a gás GC17-A, equipado com injetor split/splitless e detector por captura de elétrons 
(Shimadzu). 
A separação do herbicida e do padrão interno ocorreu em coluna capilar DB-5, 0,25 mm x 
30 m, espessura do fi lme de 0,25 μm (J & W Scientifi c), com programação de temperatura iniciando 
em 180 °C (5 min) e fi nalizando em 255 °C, com aquecimento gradual de 25 °C/min. As temperaturas 
do vaporizador e do detector foram estabelecidas em 220 e 225 °C, respectivamente. Empregou-
se nitrogênio como gás de arraste, na vazão total de 22 mL/min. Operou-se o injetor no modo split, 
sendo injetado o volume de 2 μL. Os picos foram analisados em integrador Shimadzu, modelo 
CR6-A e a identifi cação das bactérias efetuada pelo método de coloração de Gram de Hucker, de 
acordo com o procedimento descrito por Murray, Doetsch e Robinow (1994).
3 RESULTADOS E DISCUSSÃO
3.1 SELEÇÃO DE BACTÉRIAS APTAS À DEGRADAÇÃO DO 
HERBICIDA 2,4-D
As linhagens bacterianas foram selecionadas com base em observações macroscópicas 
de crescimento em meio mineral J.E. e em meio mineral M9 sólido, suplementado com o 
herbicida 2,4-D em diferentes concentrações, além das suas características morfológicas, 
escolhendo-se colônias diferentes e evitando purifi car aquelas com crescimento lento e irregular 
(Tabelas 1 e 2). 
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TABELA 1 - AVALIAÇÃO DO CRESCIMENTO DE LINHAGENS BACTERIANAS EM MEIO J.E. 
SÓLIDO, SUPLEMENTADO COM 2,4-D NA CONCENTRAÇÃO DE 20 μg mL-1, 







F1 - - M1 - -
F2 + M2 - -
F3 - + M3 - +
F4 - + M4 +
F5 + + M5 + +
F6 + M6 + +
F7 + + M7 +
F8 + M8 +
F9 - + M9 +
-- Pouco crescimento; -+ Crescimento razoável; + Crescimento satisfatório; ++ Ótimo crescimento.
TABELA 2 - AVALIAÇÃO DO CRESCIMENTO DE LINHAGENS BACTERIANAS EM MEIO 
MINERAL M9 SÓLIDO, SUPLEMENTADO COM 2,4-D NA CONCENTRAÇÃO 
DE 20 μg mL-1, APÓS 168 HORAS DE INCUBAÇÃO
LINHAGENS CRESCIMENTO MICROBIANO LINHAGENS
CRESCIMENTO 
MICROBIANO
F1 - + M1 - -
F2 + M2 - +
F3 - + M3 - -
F4 - + M4 +
F5 + + M5 + +
F6 - + M6 + +
F7 + + M7 + +
F8 + M8 +
F9 - + M9 +
-- Pouco crescimento; -+ Crescimento razoável; + Crescimento satisfatório; ++ Ótimo  crescimento.
Conforme os resultados obtidos, as linhagens bacterianas isoladas do solo com cultivo de 
feijão (F5, F7) e mandioca (M5 e M6) apresentaram melhor crescimento nos meios de culturas J. E. 
e M9 suplementados com 2,4-D. Por esse motivo, somente os resultados dessas linhagens serão 
apresentados a seguir. A efi cácia de degradação de compostos orgânicos por micro-organismos, 
cientifi camente reconhecida, tem levado vários pesquisadores a isolar micro-organismos capazes 
de degradar agrotóxicos em diversos ambientes como, solos agrícolas e águas residuais (SMEJKAL 
et al., 2001; WIDEHEM et al., 2002; BENIMELI et al., 2007). 
Pesticidas: r. ecotoxicol. e meio ambiente, Curitiba, v. 24, jan./dez. 201426
3.2 CRESCIMENTO DAS LINHAGENS BACTERIANAS 
EM MEIO DE CULTURA LÍQUIDA
Na Figura 1 mostra-se o crescimento das linhagens bacterianas em meio suplementado 
com o herbicida 2,4-D nas concentrações de 20, 50 e 100 μg mL-1 .
FIGURA 1 - CRESCIMENTO DAS LINHAGENS MICROBIANAS ISOLADAS DE SOLOS COM 
CULTIVO DE FEIJÃO (A) E MANDIOCA (B) EM MEIO MINERAL J. E. SUPLEMENTADO 
COM O HERBICIDA 2,4-D EM DIFERENTES CONCENTRAÇÕES (20, 50 e 100 μg L-1)
O crescimento bacteriano representa variável importante a ser considerada para avaliar a 
degradação biológica e o potencial dos micro-organismos em metabolizar a molécula do contaminante 
(herbicida).  A Figura 1 evidencia que as linhagens microbianas F5 e M5 apresentaram melhor 
crescimento em meio mineral J. E. suplementado com 20 μg mL-1 do herbicida 2,4-D e crescimento 
máximo em 72 e 24 horas, respectivamente. Nos ensaios contendo concentrações maiores (50 e 
100 μg mL-1), o crescimento mostrou-se menor.  Segundo Prado e Airold (2001), o herbicida 2,4 D 
atua diretamente sobre os micro-organismos do solo. Inicialmente a população utiliza o herbicida 
como fonte de nutriente e em seguida com o aumento da quantidade do herbicida aplicada ocorre 
decréscimo na atividade microbiana.
Shaler e Klecka (1986) estudaram a biodegradação de 2,4-D empregando cultura 
bacteriana capaz de utilizar o herbicida como a única fonte de carbono. A biodegradação completa de 
20 mg L-1 de 2,4-D foi realizada em 36 horas. Zipper et al. (1999) avaliaram a biodegradação do 
herbicida 2,4-D nas concentrações de 20 e 80 mg L-1, utilizando culturas oriundas de lodo de esgoto. 
Observaram que a degradação iniciou após a fase de latência de 125 h, sendo concluída em 35 
horas. 
Na Figura 2 (A e B) nota-se que as linhagens microbianas apresentaram  fase de crescimento 
a partir da qual foi atingido o seu valor máximo em 48 e 96 horas para as bactérias oriundas de 
solo de cultivo de feijão e de mandioca (F5, M6), respectivamente, na concentração de 20 μg mL-1 
do 2,4 D. Com a adição de fonte extra de carbono (glicose) houve estímulo ao crescimento das 
linhagens bacterianas em todas as concentrações. Tal fato pode ser observado comparando-se 
esses resultados com os dados da Figura 1, quando não houve adição de fonte extra de carbono. 
De acordo com a Figura 2 (C e D), as linhagens bacterianas também apresentaram melhor 
desenvolvimento no meio de cultura contendo fonte de nitrogênio. O estudo da cinética microbiana 
evidenciou a importância da fonte de nitrogênio e de carbono para a biodegradação. Os resultados 
mostram que a adição de fonte extra de carbono (glicose) e de nitrogênio (NH4NO3)  estimulou o 
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fonte de carbono ou de nitrogênio, representou o fator seletivo para a ocorrência do crescimento das 
linhagens microbianas. Essa característica pode estar relacionada com a presença de moléculas 
orgânicas semelhantes às moléculas xenobióticas no solo. A utilização intensiva de herbicidas 
também pode promover a seleção dos micro-organismos capazes de biodegradar o composto 
xenobiótico. 
FIGURA 2 - CRESCIMENTO DAS LINHAGENS MICROBIANAS ISOLADAS DE SOLOS COM 
CULTIVO DE FEIJÃO (A, C) E MANDIOCA (B, D) EM MEIO MINERAL J. E. 
COM O HERBICIDA 2,4 D (A E B = SUPLEMENTADO COM GLICOSE; 
C E D = SUPLEMENTADO COM GLICOSE E NITROGÊNIO)
Alguns autores mencionaram que a adição de minerais ou de fontes de carbono 
pode ser utilizada para aumentar o grau de degradação de xenobióticos, incluindo bifenilos 
policlorados (BEDARD e HABERL, 1990), piretroides sintéticos (GRANT e BETTS, 2001) e o ácido 
2,4-diclorofenoxiacético (PAPANASTASIOU e MAIER, 1982).
Para Limbert e Betts (1994), caso o agrotóxico presente no meio não tenha sido sufi ciente 
para ativar sua biodegradação, a degradação pode ser melhorada com a presença de outro substrato. 
O micro-organismo pode optar pelo uso do substrato complementar como fonte de energia até à 
adaptação necessária para a degradação do agrotóxico (DALTON e STIRLING, 1982; HARDER e 
DIJKHUIZEN 1982).
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Vários autores relataram que a adição extra de carbono em solo contaminado com 
xenobióticos estimula a mineralização da molécula contaminante pela população microbiana 
indígena do local e que solos com histórico de aplicação de herbicidas podem apresentar maior 
capacidade de mineralização que solos sem históricos de aplicação (OSTROFSKY et al., 2001; 
SILVA et al., 2004). 
Apesar dos solos com histórico de aplicação de agrotóxicos apresentarem maior capacidade 
de degradação do herbicida em produtos menos tóxicos, o processo pode se estender por longo 
espaço de tempo. A biodegradação das moléculas em períodos mais longos não é interessante 
devido à possibilidade de contaminação de outros locais mediante lixiviação do solo (SILVA et 
al., 2004; LIMA et al., 2009). Assim, vários trabalhos têm sido direcionados para o isolamento de 
micro-organismos que sejam capazes de realizar a transformação do herbicida em produtos menos 
tóxicos de forma mais rápida visando acelerar o processo de descontaminação (MANDELBAUM, 
WACKETT e  ALLAN, 1993; MANDELBAUM, ALLAN e WACKETT, 1995; RADOSEVICH et al., 1995; 
STRONG et al., 2002; SHAPIR et al., 2007).
3.3 BIODEGRADAÇÃO DO HERBICIDA 2,4-D EM LABORATÓRIO E IDENTIFICAÇÃO 
DAS BACTÉRIAS SELECIONADAS
O experimento de biodegradação do herbicida 2,4-D (100 μg mL-1), com inoculação das 
linhagens microbianas F5, F7, M5 e M7 foi realizado em triplicata e comparado ao controle sem 
células microbianas. 
De acordo com a Tabela 3, todas as linhagens selecionadas apresentaram biodegradação 
acima de 80 %. A linhagem F7 mostrou maior porcentagem de inativação do herbicida 2,4-D 
(92 %), devido melhor adaptação e sua utilização como fonte de nutriente. O produto de degradação 
2,4-DCF não foi detectado em nenhuma das amostras analisadas. Nesse intervalo de tempo, o 
processo de biodegradação nas condições testadas foi altamente satisfatório, sendo essencial 
para a produção das enzimas responsáveis pela degradação e/ou para a difusão do contaminante 
através da membrana celular. 
TABELA 3 - RESULTADOS DA BIODEGRADAÇÃO DO HERBICIDA 2,4-D APÓS
 96 HORAS DE INOCULAÇÃO
% de Biodegradação do Herbicida
Linhagens Microbianas 2,4 D 2,4 DCF
F5 85 < Limite de Detecção
F7 92 < Limite de Detecção
M5 81 < Limite de Detecção
M6 86 < Limite de Detecção
De acordo com a Figura 3, as linhagens F5, F7, M5 e M6 em conformidade com a técnica 
de Coloração de Gram foram classifi cadas como bactérias Gram-Positivas, apresentando forma e 
arranjo de estafi lococos. 
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FIGURA 3 - CLASSIFICAÇÃO DAS LINHAGENS MICROBIANAS PELO MÉTODO DE 
COLORAÇÃO DE GRAM: (A) F5, (B) F7, (C) M5 e (D) M6
4 CONCLUSÃO
As linhagens bacterianas isoladas do solo com cultivo de feijão (F5, F7) e mandioca (M5 
e M6) apresentaram melhor crescimento nos meios de culturas J. E. e M9 suplementados com 
2,4-D.
Na presença de NH4NO3 e glicose como fonte de carbono houve  estímulo ao crescimento 
das linhagens de bactérias, sugerindo atividade catabólica na presença de glicose. O fator seletivo 
para a ocorrência do crescimento das linhagens microbianas foi a presença do 2,4-D, com ou sem 
outra fonte de N ou C.
Todas as linhagens bacterianas selecionadas apresentaram biodegradação do herbicida 
2,4-D acima de 80 %. A linhagem F7 evidenciou melhor porcentagem de inativação desse herbicida 
(92 %), devido maior adaptação e sua utilização como fonte de nutriente.
O produto de degradação 2,4-DCF não foi detectado em nenhuma das amostras analisadas.
De acordo com a técnica de coloração de Gram, todas as linhagens selecionadas para o 
experimento de biodegradação foram classifi cadas como bactérias Gram-Positivas, apresentando 
forma e arranjo de estafi lococos.
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BIODEGRADATION OF HERBICIDE 2,4-D USING SELECTED SOIL BACTERIA FROM 
MARANHÃO´S CERRADO (BRAZIL)
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isolated from country vegetation in Maranhão, Brazil. The microorganisms selected for biodegradation of 2,4-D 
in solid culture media were effective. The bacterial strains from cultivation soil of bean (F5 and F7) and cassava 
(M5 and M6) were the best adapted to the culture media containing the herbicide. Microorganism growth was 
greater in the presence of 2,4-D when extra source of carbon and nitrogen was added. All microorganisms were 
effective in inactivating the herbicide; the stain F7 showed the greatest percentage of biodegradation of 2,4-D 
(92 %).
KEY-WORDS: BIODEGRADATION; 2,4-DICHLOROPHENOXYACETIC ACID; HERBICIDES; BACTERIA.
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